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ら成るブロック型共重合体は siRNAと自発的に PIC表層を PEG鎖が覆った 100 nm 前後のサイズの PICミセ
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としての有用性を in vitro系で比較検討した。ナノゲル粒子と siRNAの複合体は、各々の溶液を室温で各 N/
P比（ナノゲル中に含まれるアミノ基のモル数（N）と siRNA中のリン酸ジエステルのモル数（P）の比）
で混合することで調製した。ナノゲル /siRNA並びに PEG-b-PEAMA/siRNA複合体中の遊離の siRNAは両者
とも N/P ＝ 1.5 以上で全て消失し、複合体を形成することがゲル電気泳動より明らかとなった。また、N/P 
＝ 2 で調製した複合体に対して、ポリアニオンであるポリアスパラギン酸を添加した際の siRNAの置き換
わり反応を行い、複合体の安定性を評価した結果、PEG-b-PEAMA/siRNAと比較してナノゲル /siRNAではポ
リアニオン交換反応に対する安定性が向上していることが確認された。
　各複合体の遺伝子発現抑制効果を、Dual Luciferase Reporter Assay により評価した結果、siRNA単独、な
らびに PEG-b-PEAMA/siRNAではあらゆる N/P比において標的遺伝子のサイレンシング効果を確認すること
ができなかったのに対し、ナノゲル /siRNAでは遊離の siRNAが消失する N/P＝ 1.5 より有意なサイレンシ
ング効果を示し、特に N/P＝ 3以上では約 70％の遺伝子発現抑制効果を示した。また siRNA濃度依存性を
調べた結果、PEG-b-PEAMA/siRNAでは［siRNA］＝ 1000 nMにおいてもサイレンシング効果が認められなかっ
たのに対し、ナノゲルでは IC50 ＝ 19.7 nMと求まり、in vitro遺伝子発現抑制が低 siRNA濃度でも優れるこ
とが確認された。作用メカニズムを詳細に検討するために顕微鏡観察により siRNAの局在を観察した結果、














間反応させることで調製し、四級化率 0, 3, 10, 28, 100％の 5種類のナノゲルを得た。ナノゲルコアヘの四級
化アミノ基の導入が PIC形成等に及ぼす影響を調べるために、四級化率の異なる 5種類のナノゲルと siRNA
との複合体を調製し、その複合体形成挙動をゲル電気泳動にて評価した。その結果、三級アミンナノゲル
（Q0-nanogel）では N/P ＝ 1.5 で複合体形成に関与しなかった遊離の siRNAのバンドが消失するのに対し、四








































（3）　 四級化アミノ基を導入することにより安定化されたナノゲル /siRNA複合体から siRNAのリリース挙
動は、共焦点顕微鏡観察により評価した。24 時間後の観察では、四級化率が増すにつれて細胞内での
ナノゲルからの siRNAのリリースが少なくなる様子が認められた。
（4）　 細胞内ヘエンドサイトーシス過程を経て取り込まれたナノゲル粒子は、エンドソームエスケープによ
る細胞質移行後、大部分のナノゲルが細胞質へ留まると考えている。蛍光ラベル化したナノゲルを取
り込んだ細胞は 3日後における観察でも、細胞からナノゲル由来の明瞭な蛍光が観察されている。
（5）　 四級化アミノ基の対イオンであるヨウ素イオンに由来する生体、細胞への毒性が懸念されるが、複合
343
体形成時に siRNAと置換されるため、そのような影響は少ないと考えている。またヨウ素イオンは四
級化アミン導入ナノゲルを調製した後に、生体内に存在するアニオン種（塩化物イオンなど）へとイ
オン交換することも可能である。
（6）　 ナノゲル /siRNAの物理化学的性質は平衡論的評価を行っているが、細胞評価では速度論的に現象が変
化する。本研究では、遺伝子発現抑制効果、細胞内への導入量などがほぼ一定となった時間で評価を行っ
ている。
　輪文審査ならびに最終試験の結果に基づき、著者は博士（工学）の学位を受けるに十分な資格を有するも
のと認める。
